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RESUMEN

Introduccién: El fruto del sauco, al ser de facil acceso y uso seguro, se muestra como un
complemento dietético prometedor para mejorar la respuesta cognitiva ante el estrés y

reforzar la capacidad antioxidante del organismo.

Objetivos: Evaluar el efecto antioxidante del S. peruviana sobre el aprendizaje y memoria

espacial en ratas inducidas a estrés hipotérmico.

Métodos: Se usaron ratas albinas divididas en 3 grupos: el grupo control (A1) y dos grupos
experimentales (A2 y A3). El extracto acuoso de fruto de sauco se administré a dosis de
105y 210 mg (350 y 700 mg/kg) a cada rata albina del grupo A2 y A3 respectivamente por
un periodo de 20 dias. Se evalud el aprendizaje y la memoria espacial haciendo uso del
laberinto de Morris a lo largo de 6 dias. El dia 7 se indujo el estrés hipotérmico con agua a
8°C para evaluar el tiempo de recorrido hacia la plataforma del laberinto y luego tomar las

muestras sanguineas para determinar los niveles de malondialdehido (MDA).

Resultados: Los grupos A2 y A3 presentaron niveles bajos de MDA comparados al grupo
Al (p=0.0000). Sin embargo, las evaluaciones de aprendizaje y memoria espacial no
presentaron significancia estadistica a pesar de que el grupo A2 mostr6 mejores tiempos

en las pruebas.

Conclusiones: El efecto antioxidante del extracto acuoso del fruto de S. peruviana no

mejora la memoria y aprendizaje espacial en ratas inducidas a estrés hipotérmico.

Palabras clave: Antioxidantes, Sambucus, Aprendizaje espacial, Memoria espacial, Ratas,

Hipotermia inducida.



ABSTRACT

Introduction: The elderberry fruit, being easily accessible and safe to use, is shown
as a promising dietary supplement to improve cognitive response under stress and

strengthen the body's antioxidant capacity.

Objective: To evaluate the antioxidant effect of S. peruviana on spatial learning and

memory in rats induced to hypothermic stress.

Methods: Albino rats were divided into 3 groups: the control group (Al) and two
experimental groups (A2 and A3). The aqueous extract of elderberry fruit was
administered at doses of 105 and 210 mg (350 and 700 mg / kg) to each albino rat
of group A2 and A3 respectively for a period of 20 days. Spatial learning and memory
were assessed using the Morris labyrinth over 6 days. On day 7, hypothermic stress
was induced with water at 8 ° C to assess the time it took each rat to get to the
labyrinth platform and then, take blood samples to determine malondialdehyde

(MDA) levels.

Results: Groups A2 and A3 had low levels of MDA compared to Al (p = 0.0000).
However, results in spatial learning and memory evaluations did not show statistical

significance even though group A2 showed better test times.

Conclusions: The antioxidant effect of the aqueous extract of the S. peruviana’s
fruit does not improve spatial memory and learning in rats induced to hypothermic

stress.

Keywords: Antioxidants, Sambucus, Spatial learning, Spatial memory, Rats, Hypothermia,Induced.



l. INTRODUCCION

El estilo de vida actual exige mejorar la capacidad reactiva ante conflictos cotidianos
que generan un estado de estrés agudo. El sistema nervioso central es el principal
encargado de mejorar la adaptacion del ser humano a este tipo de estimulo. Si bien
un estimulo estresante de moderada intensidad permite mejorar la respuesta
emocional, uno agudo o de mayor intensidad ocasiona alteraciones negativas sobre
las funciones ejecutivas como el aprendizaje y la memoria (1). Como consecuencia,
se produce estado de desbalance oxidativo, es decir, la cantidad de productos
oxidativos elaborados sobrepasa la capacidad antagonista de los antioxidantes.
Este estado, conocido como estrés oxidativo, conlleva a una alteracion en la
sefializacion y control de la reaccion reduccion-oxidacion produciendo dafio a nivel
molecular (2). Es asi como el desarrollo de distintos biomarcadores y la
determinacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (3) ha permitido demostrar
el importante rol que juega el estrés oxidativo en la biologia de muchas
enfermedades tanto agudas como cronicas (4). Uno de estos biomarcadores es el
malondialdehido (MDA), considerado como fundamental para valorar el nivel de

estrés oxidativo (5).

El sauco, cuyo nombre cientifico es Sambucus sp, es una planta originaria de la
zona norte del hemisferio y fue introducida en América del Sur con la llegada de los
espafoles. Tradicionalmente se le ha dado uso como agente antiinflamatorio y para
el tratamiento de enfermedades respiratorias. Ademas, presenta resultados

prometedores en distintos campos como el control de la hiperglicemia (6), como
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agente quimiopreventivo al mostrar capacidad antiproliferativa (7), como agente
cardioprotector (8), potencial antimicrobial (9), entre otros. Sin embargo, dentro de

estos avances, resalta su gran capacidad como agente antioxidante (10).

La actividad antioxidante del sauco se basa en sus principales constituyentes: los
polifenoles (flavonoides, &cido fendlico, proantocianidinas y antocianinas). La
cantidad de estos constituyentes depende de factores como la especie de sauco
(11); el suelo y la estacion en el que crece (12,13) e incluso el tiempo y método de
conservacion que se utilice (14,15). Sin embargo, independientemente de los
factores intervinientes sefialados, se ha mostrado que las cantidades medidas de
fenoles pueden ir desde 3687 hasta 6831 mg equivalentes de &cido galico (GAE)
por Kg de frutos - flores (16) y aproximadamente 2370 mg de antocianinas/100g de
fruto de sauco (17); es decir, cantidades con la capacidad suficiente para mostrar
una adecuada actividad antioxidante (18). Los estudios in vitro muestras resultados
prometedores en este apartado: Una gran capacidad para la captacion de radicales
libres (19); para la disminucion de la peroxidacion lipidica tras mejorar la funcion
mitocondrial (20); una gran capacidad neuroprotectora (21) al disminuir las ROS en
procesos de neuroinjuria (22) como en casos de isquemia/reperfusion (23)

asegurando asi, una mejor respuesta cognitiva.

Por otro lado, en estudios in vitro se ha tratado de evaluar el efecto que posee el
sauco al entrar en contacto con el sistema digestivo. Se ha expuesto que, una vez
digerido en el colon, tiene la capacidad de inhibir la mutagenicidad inducida por

procesos oxidativos (24) y, a pesar de que se pierden compuestos fendlicos durante
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la digestidn, la cantidad que se mantiene es suficiente para captar radicales libres
(25). Ademés, la seguridad en su uso se sustenta al haber presentado poca
interacciébn con otros medicamentos comerciales (26) asegurando asi un uso
adecuado incluso sin importar la existencia de alguna enfermedad concomitante

(27).

Antecedentes:

Ivanova et al., en el afio 2014 en Bulgaria, presentaron un estudio con el objetivo
de establecer el efecto de la infusion preparada con fruto de Sambucus ebulus L.
(SE) sobre el peso, presion arterial niveles de glucosa, perfil lipidico y marcadores
antioxidantes en voluntarios sanos. El estudio involucr6 a 21 voluntarios sanos entre
los 20 y 59 afios quienes consumieron 200 ml de infusion de SE por dia por un
periodo total de 30 dias. Las muestras de sangre se obtuvieron al principio y final
del estudio. Ademas de presentar resultados favorables en los parametros medidos,
la capacidad antioxidante al final del estudio increment6 significativamente
(p<0.001) en un 26% comparado al inicio del estudio concluyendo que la infusién
de frutos de SE mejoran la capacidad antioxidante y por consiguiente, mejora la
condicién de la persona ante patologias con marcados niveles de estrés oxidativo.

(28)

Karami et al., en el aflo 2015 en Iran, presentaron un estudio cuyo objetivo fue el
de investigar el potencial antioxidante y protector del Sambucus ebulus (SE) en

ratones inducidos a un estado de toxicidad con rayos gamma. Se prepararon
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extractos hidroalcohdlicos de SE a concentraciones de 20, 50 y 100 mg/kg). Se
usaron nueve grupos: el grupo 1y 2 fueron los controles negativos; del 3 al 5 fueron
irradiados de manera cronica; del 6 al 8 recibieron irradiaciéon de manera aguda; y
el grupo 9y 10 fueron los controles positivos. Al realizar la medicion de las muestras,
se observé que los animales irradiados presentaron niveles menores de glutation
(P<0.001) siendo dosis dependiente, es decir, a mayor dosis, mayor efecto
protector. Es entonces que concluyen que el SE efectos protectores ante la toxicidad
de los rayos gamas gracias a su alto contenido de fenoles y flavonoides lo que a su

vez permite la mitigacion del estrés oxidativo causado por tal irradiacion.(29)

Nilsson et al., en el afio 2017 en Suecia, presentaron un estudio cruzado
randomizado con el objetivo de evaluar los efectos sobre la funcidén cognitiva y los
marcadores cardiovasculares en personas saludables tras administrarles una
mezcla de bayas. Se evaluaron a 40 personas saludables de entre 50 a 70 afios a
quienes se les administr6 una bebida basada en una mezcla de bayas ricas en
polifenoles (150g de aradndanos, 50g de grosella negra, 50g de sauco, 50 de
arandanos rojos, 50g de fresas y 100g de tomates) o una bebida control (agua) de
manera diaria por cinco semanas. Ademas de la mediciébn de las variables
cardiovasculares, las evaluaciones cognitivas incluyeron la capacidad de la
memoria de trabajo, atencion selectiva y el tiempo de reaccion psicomotor. Al
finaliza el estudio, se obtuvieron mejores resultados en las evaluaciones de memoria
de trabajo en las personas que recibieron la bebida de bayas comparados al control

(P<0.05). Es asi como concluyen gque esta bebida de bayas ricas en polifenoles,



aparte de mejorar los marcadores de riesgo cardiovasculares, presenta un valor
preventivo importante ante un estado de deterioro cognitivo degenerativo.(30)

A nivel local, el estudio realizado por Cuba Gomero et al. en el afio 2019 en Peru
con el objetivo de determinar el contenido de antocianinas totales y la capacidad
antioxidante del fruto de Sambucus peruviana (sauco), mostré una concentracion
total de 7.094 mg (+/- 0.007 mg) de antocianinas en el fruto fresco y una capacidad
antioxidantes de 31.3736 (+/- 0.07) mg ac, ascorbico/g de fruto fresco. De tal forma
que este ultimo valor, al encontrarse lejano a 100, muestra baja capacidad

antioxidante. (31)

Justificacion:

Las fuentes organicas han sido parte importante en la historia de la medicina al
haber permitido el desarrollo de distintos medicamentos (32); sin embargo, en los
altimos afios, se ha presentado una menor produccion de drogas compuestas en su
mayoria o totalidad por insumos naturales (33). El fruto del sauco, al ser de facil
acceso y de uso seguro, se muestra como un complemento dietético prometedor
para mejorar la respuesta cognitiva y reforzar la capacidad antioxidante del
organismo ante el estrés. Es por tal motivo que el presente estudio pretender
evaluar este efecto sobre el aprendizaje y la memoria espacial en ratas tras ser

inducidas a un estrés hipotérmico.

1.1 Enunciado del Problema: ¢Es el efecto antioxidante del extracto acuoso del

fruto sambucus peruviana L. (Sauco) beneficioso sobre el aprendizaje y



memoria espacial en rattus novergicus var.albinus inducidas a estrés

hipotérmico?

1.2 Objetivos:

General: Evaluar el efecto antioxidante del extracto acuoso del fruto sambucus

peruviana L (sauco) sobre el aprendizaje y memoria espacial en rattus novergicus

var.albinus inducidas a estrés hipotérmico.

Especificos:

+ Determinar la capacidad antioxidante del extracto acuoso del fruto del sauco en
ratas inducidas a estrés hipotérmico.

* Evaluar el efecto antioxidante del sauco sobre la capacidad de aprendizaje y
memoria espacial de ratas inducidas a estrés hipotérmico.

+ Comparar el efecto antioxidante del sauco sobre la capacidad de aprendizaje y

memoria espacial de ratas inducidas a estrés hipotérmico.

1.3 Hipotesis:

El efecto antioxidante del extracto acuoso del fruto sambucus peruviana L. (Sauco)
presenta efectos beneficiosos sobre el aprendizaje y la memoria espacial en Rattus
novergicus var.albinus inducidas a estrés hipotérmico al poder mejorar los tiempos

de una adecuada respuesta cognitiva.



Il. MATERIAL Y METODO
2.1 Disefio de estudio:
Experimental
2.2 Grupo de estudio, muestray muestreo:
El grupo de estudio estuvo compuesto por Rattus norvegicus domestica var. Albinus
adquiridas del bioterio de Instituto Nacional de Salud (INS) — Lima — Pera.
Inclusién: Ratas macho con un peso de 200 a 300 gramos que presenten
certificado de buena salud expedido por el INS.
Exclusion: Ratas que presenten inadecuada adaptacion tras el periodo de
aclimatacién tales como rechazo a la comida o agua administrada, asi como
presentar conductas agresivas que pongan en peligro la integridad fisica de los
demas animales.
Eliminacion: Ratas que presenten alguna patologia o fallezcan durante el estudio.
La muestra:

El grupo de estudio fue dividido en 3 grupos, distribuidos de la siguiente manera:

A A: Aleatorizacion
GC: E: O1 GC: Grupo control
GE1: T: E: O2 GE1, GE2: Grupo experimental
GE2: T: E: O3 T: Administracién de extracto

E: Induccidén de estrés

01, 02, 03: Mediciones post induccion



Rattus norvegicus
var. albinus

ALEATORIZACION

Grupo Al: Grupo A2: Grupo A3:
Control (Alimento 350 mg/kg 700 mg/kg
comercial) de exctracto de exctracto

ESTRES HIPOTERMICO

Comparacion de niveles MDA y resultados
en el aprendizaje y memoria espacial

Para calcular la cantidad de animales en estudio se hizo uso del método de ecuacion
de recursos donde:
E = NUmero total de animales — Numero total de grupos
Debiendo tener un resultado de E entre 10 a 20 para calificar como muestra
adecuada (34).
E=21-3=18
La muestra estuvo constituida entonces por 21 ratas Norvegicus y, al ser 3 grupos,
se distribuyeron 7 animales de estudio por grupo.
2.3 Definicién operacional de variables:

e Aprendizaje y memoria espacial: Capacidad de los animales en estudio para

recorrer en cierto tiempo el laberinto acuético de Morris segun el protocolo

descrito por Bromley et. al. (35)
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e Efecto antioxidante: Capacidad del extracto acuoso del fruto de sauco para
disminuir los niveles de malondialdehido (MDA) en un estado de estrés

producido por hipotermia.

2.4 Operacionalizacion de variables:

Tipo de | Escala de | indice Indicador
VARIABLE
variable medicion
Aprendizaje y | Cuantitativa | Continua Segundos Prueba del
memoria espacial laberinto
acuatico de
Morris
Efecto antioxidante | Cuantitativa | Continua pmol/L Nivel de MDA

2.5Procedimientos y técnicas:
El presente estudio experimental se realiz6 en las instalaciones del bioterio de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo y en
los laboratorios de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Privada Antenor Orrego.
Los frutos de sauco se obtuvieron de un cultivo artesanal localizado en Abancay,
Perd. Se le realiz6 un estudio taxondmico validado por el Herbario de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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Preparacion del extracto acuoso

Los frutos de Sambucus peruviana fueron lavados y colocados bajo sombra para
su deshidratacion a temperatura por un periodo de 24 horas. Luego, se
seleccionaron los frutos en mejor estado y se molieron para homogenizar la
muestra. Lo obtenido se coloc6 en un frasco de vidrio con alcohol de 70° a una
razén de 5009 de fruto en 1500ml de alcohol y se dej6 reposando por 7 dias. El
recipiente fue envuelto con bolsa de plastico negra para evitar alteraciones en el
contenido por luz externa se agit6 el contenido una vez por dia. Luego, se filtro
lo obtenido haciendo uso de papel filtro estandar. El liquido obtenido se coloco
en un recipiente de acero inoxidable para someterlo a bafio maria con el objetivo
de eliminar el alcohol y obtener el residuo que en su totalidad fue de 50 gramos.
Finalmente, se utiliz6 agua destilada como vehiculo para administrar a los

animales de experimentacion.

Modelo Experimental

El estudio se realiz6 con ratas albinas macho cepa Holtzman adquiridas del
bioterio del Instituto Nacional de Salud del Pert con 90 dias de edad al inicio del
estudio y peso promedio de 300 g. Los animales se dividieron en 3 grupos de 7
cada uno, denominandolos: Grupo Al: Grupo control quienes solo recibieron
alimento comercial; Grupo A2: A quienes se les administré 350 mg/kg de extracto
de sauco complementando el alimento comercial; y el Grupo A3: A quienes se
les administr6 700 mg/kg de extracto de sauco complementando el alimento

comercial.
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Se mantuvieron en un ambiente aislado por 14 dias bajo un ritmo de 12:12 horas
luz/oscuridad con temperatura ambiental de 18°C+/-2 para confirmar un buen
estado de salud. Se usaron mosquiteros encima de las jaulas para evitar
contaminacion por presencia de insectos. Al grupo Al se le administrd solo el
alimento comercial a razén de 20mg/kg por cada rata por dia. Por otro lado, en
las mafanas a una misma hora, se agregaron 0.1 mL de agua destilada con las
cantidades estipuladas de extracto acuoso para diluirlo ligeramente y poder
inyectarlo dentro del alimento comercial. Se separaba a cada animal para
administrarle una croqueta con el extracto y se esperaba que termine para
suministrarle otra. En promedio por dia se administraron 4 croquetas con
extracto al grupo A2 y 8 al grupo A3. Terminado el proceso, se les administro el

alimento comercial.

Memoria y aprendizaje espacial

Siguiendo las pautas dispuestas por Morris, se elabord un laberinto circular
negro de 1.50 metros de diametro y 50 cm de alto hecho de metal con una
plataforma movil elaborada con base de policarbonato transparente. Se
colocaron planchas de madera a los costados para evitar que el movimiento
externo actie como factor distractor. Se paso a llenar el laberinto con agua
temperada a 25°C en promedio y a colocar sefiales de papel con diferentes
formas y colores en todos los puntos cardinales tanto en el laberinto como en las
planchas de madera. El primer dia se entreno a los animales para que puedan
llegar a la plataforma en un tiempo maximo de 60 segundos: si llegaban antes

del tiempo sefialado se les mantenia en la plataforma por 5 segundos antes de
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ser secados y devueltos a su jaula; de lo contrario, si no lo hacia en el tiempo
limite, se le mantenia en la plataforma por 20 segundos antes de ser puestos en
su jaula. El nivel del agua se encontr6é aproximadamente 3 cm debajo de la
plataforma. Esto se repiti6 3 veces por rata con locaciones distintas tanto de
inicio como de la plataforma (Tabla 1). Del dia 2 al 5 se midieron los tiempos que
le tomaban llegar a la plataforma. Se elevo el nivel del agua 5 centimetros por
encima del nivel de la plataforma para aumentar la dificultad en su visibilidad. Se
realizardn 3 ensayos por dia con locaciones distintas en el inicio, pero una
locacion fija para la plataforma. El dia 6 se retir6 la plataforma y se evalud el
tiempo que se mantenian en el cuadrante donde se encontraba la plataforma en

dias previos.

Efecto antioxidante sobre la memoria y aprendizaje espacial (Anexo 1)

El dia 7 se hizo uso de agua helada a 8°C. Se realizé un solo recorrido por rata
para evaluar el tiempo que le tomaba llegar a la plataforma. Inmediatamente se
les recubrié con toallas de algoddon para poder secarlas. Después se les
administré Pentobarbital Sodico (Halatal ®) a una sobredosis de 130 mg/kg via
intraperitoneal haciendo uso de una jeringa hipodérmica de 1ml y una aguja de
22G. Una vez que el animal se encontr6 en sedacion profunda, se realizo la
extraccion de las muestras de sangre a traveés de una puncion intracardiaca: Se
ingreso a traves del diafragma haciendo uso de Vacutest ® con aguja N° 21y se
coloco la muestra en un tubo BD Vacutainer® SSTTM para Suero con Gel
Separador de 5mL. Las muestras fueron puestas en un contenedor con hielo

para su transporte y luego se centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos. Se
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extrajo 10uL de suero y se coloc6 en un tubo de ensayo junto a 0.1 mL de n-
butilhidroxi-tolueno, 0.1 mL de cloruro ferrico y 1.5 mL de glycine-HCL buffer.
Tras la mezcla, se extrajo 1mL de muestra y se le agregd 1mL de tiobarbiturico.
Luego de colocarlas a enfriar por 15 minutos a una temperatura de 5°C, se
llevaron las muestras a bafio maria por 60 minutos y se colocaron nuevamente
en hielo por 15 minutos mas. Después se agreg6é 1mL de n-butil piridina a cada
muestra antes de centrifugarlas a 8000rpm por 10 minutos. Finalmente, se paso
a realizar la lectura del sobrenadante en un espectrofotometro en 532 nnm para

determinar la absorbancia y poder obtener los niveles de MDA.

2.6 Plan de anédlisis de datos:

Los resultados fueron transcritos en plantillas de Microsoft Excel ® 365. Estos datos
fueron luego extrapolados al programa IBM® SPSS® Statistics Subcription para
realizar el analisis estadistico. Ademas, fueron presentados tanto en cuadros como

graficos de relevancia.

- Estadistica Descriptiva: se emplearon promedios y desviacion estandar.
- Estadistica Analitica: se empleé la prueba estadistica de ANOVA y la prueba

de Duncan cuando se present6 un resultado con significancia estadistica.

2.7 Aspectos éticos:

Se obtuvo la autorizacion por parte del Comité de Bioética en Investigacion de
la Universidad Privada Antenor Orrego estipulando el uso de la 3R’s (36) y la

Declaracion Universal de los Derechos de los Animales.
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1. RESULTADOS

En cuanto a la evaluacion del efecto antioxidante tras la induccion de estrés
hipotérmico, se determinaron los niveles de concentracion de MDA en nM/ml
haciendo uso de las lecturas de absorbancia (Tabla 1) y se representaron en la

figura 1.

Tabla 1. Lectura de las muestras de suero para la determinacion del MDA

LECTURA DE ABSORBANCIA
(532 nm)
GRUPO N° RATA LECTURA Concentracion MDA
(nM/ml)
A21 0,090 0,148
A22 0,089 0,145
GRUPO A2 A23 0,090 0,148
350 mg de extracto de sauco/kg

de peso A24 0,050 0,025
A25 0,091 0,151
A26 0,066 0,074
A27 0,092 0,154
DS 0,051
A31 0,100 0,179
A32 0,080 0,117
GRUPO A3 A33 0,080 0,117
700 mg de extracto de sauco/kg A3 0,150 0,333
de peso A35 0,140 0,302
A36 0,090 0,148
A37 0,170 0,395
DS 0,114
All 1,013 2,997
Al2 0,934 2,753
GRUPO BLANCO A1 A13 0,689 1,997
Alimento comercial A4 0,860 2525
A15 0,894 2,630
Al16 0,857 2,515
Al7 0,659 1,904
DS 0,394
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Fig 1. Produccion de malondialdehido (MDA) en suero de Rattus norvegicus var. albinus
expuestas a 350 — 700 mg/Kg de extracto de sauco
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—»¢— 350 mg/kg Extracto Sauco V.O.
—4— 700 mg/kg Extracto Sauco V.O.

Luego se analizaron los promedios de MDA por grupo resultando en grupos 0.12
nM/ml con SD de 0.05 nM/mly 0.22 nM/ml con SD de 0.11 nM/ml para el grupo A2
y A3 respectivamente. Por otro lado, el grupo control presentd, en promedio, 2.47

nM/ml con SD de 0.39. (Tabla 2) (Figura 2)

Tabla 2.- Promedios por grupo de los niveles de MDA (nM/ml)

Descriptivos

Nivel MDA
95% del intervalo de
confianza para la media

Desv. Desv. Limite
N Media Desviacion Error Limite inferior superior Minimo ~ Maximo
Al 7 2,47443 0,394211 , 148998 2,10984 2,83901 1,904 2,997
A2 7 0,12071 0,050740 ,019178 ,07379 , 16764 ,025 ,154
A3 7 0,22729 0,113893 ,043047 ,12195 ,33262 , 117 ,395
Total 21 0,94081 1,134930 ,247662 ,42420 1,45742 ,025 2,997
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Fig 2. Promedio de los niveles de MDA tras la induccion de estrés hipotérmico
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Al realizar el analisis de varianzas entre grupos se obtuvo una suma de cuadrados
(SC) de 24.736 con una significancia estadistica de 0.000 (Tabla 3) por lo que se

realiz6 una Prueba de Duncan.

Tabla 3.- Analisis de Varianza de los niveles de MDA

ANOVA
Nivel MDA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 24,736 2 12,368 217,044 ,000
Dentro de grupos 1,026 18 ,057
Total 25,761 20

gl: Grados de libertad.

Esta prueba mostro a los Grupos A2 y A3 como aquellos que presentaron

diferencias significativas por sobre el grupo A1 como se observa en la tabla 4.
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Tabla 4.- Prueba de Duncan para los promedios de los niveles de MDA

Nivel MDA

Duncan?
Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo N° de Individuos
A2 7 ,12071
A3 7 ,22729
Al 7 2,47443
Sig. 415 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 7,000.

Los resultados concernientes al aprendizaje y memaorizacion espacial tras un estado

de estrés hipotérmico son descritos en la tabla 5 y graficados en la figura 3. Los

grupos que recibieron el extracto acuoso de sauco, A2 y A3, presentaron tiempos

de 11.585s (8.761 SD) y 12.004s (5.712 SD) respectivamente a comparacion del

grupo control que present6 un promedio de 18.171s (15.959 SD).

Tabla 5.- Promedios por grupo del tiempo de llegada de los animales a la plataforma tras ser

sometidos a estrés hipotérmico medido en segundos.

Tiempo de llegada a plataforma (segundos)

Descriptivos

95% del intervalo de

confianza para la media

Desv. Limite
N Media Desviacion  Desv. Error Limite inferior superior Minimo  Méaximo
Al 7 18,1714 15,95994 6,03229 3,4109 32,9319 4,09 52,17
A2 7 11,5857 8,76141 3,31150 3,4828 19,6887 3,67 27,93
A3 7 12,0043 5,71216 2,15900 6,7214 17,2872 4,88 20,22
Total 21 13,9205 10,89729 2,37798 8,9601 18,8809 3,67 52,17
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Fig 3. Promedio de tiempo de llegada a la plataforma tras la induccidn de estrés hipotérmico
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Sin embargo, al realizar el analisis de varianzas, no se encontré significancia

estadistica (p = 0.471) (Tabla 6).

Tabla 6.- Analisis de Varianza de los promedios de tiempo de llegada a la plataforma tras un estado
de estrés hipotérmico

ANOVA

Tiempo de llegada a plataforma (segundos)

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 190,354 2 95,177 ,784 471
Dentro de grupos 2184,664 18 121,370
Total 2375,019 20

gl: Grados de libertad
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IV.  DISCUSION

El estrés oxidativo es un estado de desbalance fisiolégico implicado en la biologia
de diferentes estados patoldgicos incluyendo uno que pasa muchas veces
desapercibido, pero posee grandes implicancias en el desarrollo diario de una
persona: el estrés psicoldgico. Desde los altos estdndares que impone la sociedad
para los nifios y adolescentes hasta los problemas laborales y personales del adulto,
el ser humano se encuentra cada vez mas vulnerable a presentar una inadecuada
respuesta tanto cognitiva como fisioldgica que conlleva a un resultado negativo en
su salud (2).

Si bien el abordaje de esta situacién necesita ser integral, es importante encontrar
puntos de apoyo que ayuden a disminuir las consecuencias negativas. Una de estas
propuestas es realizar adaptaciones sobre la dieta. Es asi que se decidio hacer uso
del sauco como espécimen para afrontar esta problematica al haber presentado
resultados prometedores en el apartado antioxidante(10). Por otro lado, se decidié
hacer uso del fruto ya que la mayoria de estudios sobre esta planta se enfocan en
el efecto antioxidante presente en su flores, como en el estudio realizado por
Viapiana et al. (37) y el de Mikulic et al. (38); o en sus hojas, como en el estudio
realizado por Tedesco et al. (39); dejando asi un amplio campo para ahondar sobre
los efectos antioxidantes de esa parte en especifico.

En cuanto a los resultados obtenidos, al igual que en los estudios realizados por
Ivanova et al. (28) y Karami et al. (29), los grupos que recibieron sauco mostraron
una mejor capacidad antioxidante ante un evento estresante comparados al grupo
control y evidenciandose, en nuestro estudio, con niveles mas bajos de

malondialdehido (MDA). En contraste, el estudio realizado por Cuba Gomero et al.
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(31), mostré que el fruto fresco de sambucus peruviana mostré una pobre
concentracion antioxidante. Sin embargo, ese resultado fue obtenido al realizar
mediciones quimicas dentro de un laboratorio y no aplicado en un ser vivo como en
nuestro caso, por lo que las variaciones procedimentales y biol6gicas de la muestra
pueden haber sido la causa por la que si se encontr6 una gran capacidad
antioxidante en nuestro estudio. En cuanto a la dosis, contrario a lo descrito por
Karami et al., no se mostr6 una actividad antioxidante dosis dependiente ya que el
grupo de menor dosis mostro en promedio un nivel mas bajo de MDA. Sin embargo,
es importante sefialar que el grupo que recibié una menor dosis (350 mg/kg) mostrd
una desviacion estandar con menor dispersion de puntos comparado al que recibié
una mayor dosis (700mg/kg), por lo que seria recomendable comparar, en
posteriores estudios, el grado de efectividad entre ambas y determinar cual seria la
mas idénea.

Por otro lado, contrario a lo descrito por Nilsson et al. (30), en este estudio no se
encontré una mejora estadisticamente significativa en las evaluaciones cognitivas a
pesar de que los grupos que recibieron sauco presentaron mejores resultados
comparados con el grupo control. Esto podria deberse a la cantidad de muestra
usada ya que la dispersién de puntos en este apartado es alta. Es importante
también sefialar que, a diferencia del estudio de mencionado, en nuestro estudio no
se mezclo ningun otro ingrediente con el extracto de sauco obtenido y la muestra
estuvo constituido por especies distintas lo que dificultaria el contraste directo de
resultados. Las conclusiones sefaladas por Nilsson et al. y las encontradas en
revisiones como la de Spagnuolo et al., quienes sefalan que el efecto antioxidante

del fruto del sauco poseeria la capacidad para frenar cualquier proceso oxidativo
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dentro de las células neurales y asi mejorar la capacidad cognitiva del organismo;
enfatizan la necesidad de continuar realizando estudios afines.

A lo largo de los 20 dias de administracion del extracto, los animales en estudio no
presentaron efectos clinicos adversos reforzando asi lo descrito por Choi et al. (26)
referente a la seguridad en el uso de esta baya. Sin embargo, debido a que existen
reportes de efectos clinicos negativos como nauseas, vomitos y otras alteraciones
gastrointestinales (40) tras el consumo de taninos (uno de los compuestos del
sauco) en altas dosis, se necesita ahondar en la determinacion del perfil de

componentes de esta especie.
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V. CONCLUSIONES
1. El extracto acuoso del fruto de Sambucus peruviana (sauco) presenta una gran
capacidad antioxidante tras presentarse un estado de estrés agudo mostrando
niveles muy bajos de malondialdehido.
2. El efecto antioxidante del fruto de Sambucus peruviana (sauco) no mejoro la
respuesta cognitiva concerniente a aprendizaje y memoria espacial durante un

estado de estrés agudo.

VI. LIMITACIONES

- No se encontraron estudios que se hayan enfocado exclusivamente a evaluar
la respuesta cognitiva, con y sin presencia de un estado de estrés agudo, tras
la administracion de sauco.

- Se encontraron escasos estudios que exploren los perfiles constituyentes y
efectos beneficiosos/toxicos del fruto de Sambucus peruviana sobre un posible
consumo dietético.

- Los materiales biol6gicos no son encontrados en la ciudad donde se realiz6 el
estudio por lo que se tuvieron que traer desde otras ciudades.

- Debido a normas nacionales, el transporte del material biolégico desde otras
ciudades resultdé complicado lo que obligé a buscar distintas alternativas para
lograrlo.

- El cambio climéatico erratico que viene presenciando nuestro pais ocasion6 que
no se pudiese conseguir el fruto de localidades mas cercanas y, de donde si se
pudo conseguir, no se pudiese obtener mas frutos por la presencia de heladas

anormales.
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Debido a temas de remodelacion, el bioterio donde se realiz6 el experimento no
se encontraba aun en optimas condiciones por lo que se tuvo que recurrir a
métodos como el uso de mosquiteros para evitar la contaminacion de los
animales por agentes externos como insectos y otros animales.

Al no contar con agua caliente ni tomas de corriente en las instalaciones del
bioterio, se tuvo que transportar el agua caliente en recipientes aislantes de
calor. Esto limitaba la cantidad de agua que se podia usar y obligdé a disminuir

el nimero de ensayos por dia que se tenia pensado realizar.

VIl. RECOMENDACIONES

1. Ampliar los estudios con respecto al efecto antioxidante del Sambucus
peruviana sobre la funcién cognitiva ante situaciones de estrés.

2. Ampliar los estudios sobre la seguridad del uso de Sambucus peruviana
como complemento dietético.

3. Tomar en cuenta los resultados y limitaciones presentados en el presente
estudio con el fin de poder ayudar en la mejora de experimentos fututos
sobre el tema.

4. Incentivar el estudio y uso de elementos organicos como parte de un plan
de salud integral.

5. Implementar ambientes propicios que alcancen estandares internacionales

donde se puedan realizar estudios experimentales con animales.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1

Extraccion de sangre Muestras en tubos Centrifuga a 4000rpm
con anticoagulante por 15 minutos

intracardiaca (ayunas)

0.1 min-
butilhidroxi-

tolueno
l - g 0.1 mlFe3Cl
s 1.5 ml Buffer

: E
b S
Extraccion de 10 uL
de suero

v
é\@t“o ;
r o>
&
o
; —
. ¥ : Enfriar 15
e 1 —~ minutos en
. ! hielo ‘
~ - - i .~
1 ml de 1a mezcla Enfriar a 5-6°C Bafio Maria por 60
minutos

Centrifuga 3000rmp Sobrenadante Lectura en
por 10 minutos espectofotometro en
532 nnm
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1. Recorridos sequn el dia:

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Locacion Direccién Locacién de la plataforma: Sin
de la | deinicio Sudeste plataforma
plataforma
Ensayo 1 | Sudoeste Sur Este Este Este Este Norte
Ensayo 2 Noreste Sur Norte Norte Norte Norte
Ensayo 3 Centro Este Oeste Oeste Oeste Oeste
2. Cuadro de recoleccién de datos:
TIEMPO (segundos)
Ensayo |Dial |Dia2 |Dia3 Dia4 |Dia5 |Dia6 Dia 7
Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:
Hora: Hora: Hora: Hora: Hora: Hora: Hora:
Ensayo TP: TLP:
1 MDA:
Ensayo
2
Ensayo
3

TP: Tiempo de permanencia sobre cuadrante donde se encontraba la plataforma

en dias previos

TLP: Tiempo de llegada a la plataforma

MDA: Malondialdehido
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3. Imagenes

Animales de experimentacion
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Administracion del extracto
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Laberinto y pruebas de aprendizaje y memoria espacial
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Toma y analisis de muestras de sangre




WARNING
| Do not apon Lio
anly until Rotor s
completely stopped

47



48



49



50



51



Examen taxonémico del fruto
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4. Documentos

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° [ 106 2019

Producto . Rata Albina Lote N° : R-04-2019

Especie . Rattus norvegicus Cantidad : 25

Cepa . Holtzman Edad : 3 meses

Peso . 300g. Sexo : macho

G.R. : 0037311 Destino : Avalos Alvarado,Carlos
Lima . 25-04-2019

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias *.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacién.

Chorrillos, 25 de abril del 2019
(Fecha de atencion y emision del certificado)

M.V. Arturg Rosales Fernandez
NOTA : El Bioterio no se hace .M.V.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.

.......... & QM‘
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<>/

COMITE DE BIOETICA EN INVESTIGACION
RESOLUCION COMITE DE BIOETICA N° 158-2019-UPAO
Trujillo, 08 de Abril de 2019

VISTO, el oficio de fecha 04 de Abril del 2019 presentado por el Sr. Alumno(a) CARLOS EDUARDO
AVALOS ALVARADO, quien solicita autorizacién para realizacion de investigacién.

CONSIDERANDO

Que por oficio, el alumno(a) CARLOS EDUARDO AVALOS ALVARADO, solicita se le de
conformidad a su proyecto de investigacién, de conformidad con el Reglamento del Comité de
Bioética en Investigacion de la UPAO.

Que en virtud de la Resolucién Rectoral N° 3335-2016-R-UPAO de 7 de julio de 2016, se
aprueban el Reglamento del Comité de Bioética que se encuentra en la pagina web de la
universidad, que tiene por objetivo su aplicacion obligatoria en las investigaciones que
comprometan en seres humanos y otros seres vivos dentro de estudios que son patrocinados
por la UPAO y sean conducidos por algtin docente o investigador de las Facultades, Escuelas de
Postgrado, Centros de Investigacion y Establecimiento de Salud administrados por la UPAO.

Que el presente caso, después de la evaluacion del expediente presentado por el
alumno, el Comité considera que el mencionado proyecto no contraviene las disposiciones del
mencionado Reglamento de Bioética, por tal motivo es procedente su aprobacion.

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de
Investigacion:

PRIMERO: APROBAR “EL PROYECTO DE INVESTIGACION “EFECTO ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
ACUOSO DEL FRUTO SAMBUCUS PERUVIANA L. (SAUCO) EN EL APRENDIZAJE y MEMORIA
ESPACIAL EN RATTUS NORVEGICUS VAR. ALBINUS INDUCIDAS A ESTRES HIPOTERMICO”.

SEGUNDO: dar cuenta al Vice Rectorado de Investigacion.

Registrese, Comuniquese y Archivese.

Dr. Victor Risgo Chanduvi Cornejo

Presidente del ‘Comité de Bioética
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

SECRETARIA ACADEMICA

Trujillo, 12 de abril de 2019

Oficio N° 007-2019-SecA cad-FFBBQQ-UNT

Sefior(a)(ita): )
Carlos Eduardo Avalos Alvarado
Presente. -

ASUNTO: RESPUESTA SOBRE USO DE INSTALACIONES DE BIOTERIO

De mi especial consideracién:

Es particularmente grato dirigirme a usted, para expresarle mi cordial saludo y
en atencion al asunto de la referencia, manifestarle lo siguiente:

La Secretaria Académica considera PROCEDENTE lo solicitado sobre permiso
para uso de instalaciones del Bioterio de la Facultad para realizar prueba piloto
de investigacién a partir del lunes 22 de abril hasta el viernes 07 de junio del
presente ario.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para reiterar a usted los
sentimientos de mi especial consideracion.

RPCLirpcl
interesado
Archivo



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

SECRETARIA ACADEMICA

Trujillo, 06 de junio de 2019

Oficio N° 008-2019-SecAcad-FFBBQQ-UNT

Sefior(a)(ita):
Carlos Eduardo Avalos Alvarado
Presente. -

ASUNTO: RESPUESTA SOBRE EXTENSION DEL PERIODO DE USO DE
INSTALACIONES DE BIOTERIO

De mi especial consideracion:

Es particularmente grato dirigirme a usted, para expresarle mi cordial saludo y
en atencién al asunto de la referencia, manifestarle lo siguiente:

La Secretaria Académica considera PROCEDENTE lo solicitado sobre extension
del periodo de uso de las instalaciones del Bioterio de la Facultad para realizar
prueba piloto de investigacion a partir del sébado 08 de junio hasta el viernes 05
de julio del presente afio.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para reiterar a usted los
sentimientos de mi especial consideracion.

Atentamente,

Mg. Roifm"gERc CRUZADO LESCANO
SEC 10 ACADEMICO

RPCL/rpel
interesado
Archivo
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e, U PAO - Museo de Historia Natural y Cultural

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)
CONSTANCIA N° 20-2019-HAO-UPAO

El que suscribe, Director del Museo de Historia Natural y Cultural de la
Universidad Privada Antenor Orrego, deja:

CONSTANCIA

Que Carlos Eduardo Avalos Alvarado, bachiller en Medicina Humana de la
Universidad Privada Antenor Orrego, ha solicitado la determinacion de
material vegetal, el cual corresponde a la siguiente especie:

Sambucus peruviana Kunth (Adoxaceae)

El mismo que serd utilizado para la tesis titulada: «Efecto antioxidante del
extracto acuoso del fruto Sambucus peruviana (sauco) sobre el aprendizaje y
memoria espacial en Rattus norvegicus var. albinus inducidas a estrés
hipotérmico».

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que
correspondan.

Trujillo, 25 de junio de 2019
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